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de r*f*rence, auxquels on se reportera utilement, et parmi, 
lesquels, on peut citcr : 

- Les liposomes, applications thirapeutiques, de F. 
PUISIEUX et J. DELATTRE, aux Editions Techniques et 
Documentation - LAVOISIER. 

Les liposomes en biologie cellulaire et 
pharmacologic, de Patrick MACHY et Lee LESERMAN, aux 
Editions INSERM. 

En particulier, les liposomes ont iti classes en 
diffirentes categories, au rang desquelles on peut 
distinguer : 

- les v*sicules multilamellaires, en abr6ge MLV 

- les grandes v*sicules unilamellaires, en abr*ge LUV 

- les petites v*sicules unilamellaires, en abrig* SUV. 

Les mati*res premieres nicessaires A la preparation ou 
synthase de ces liposomes sont essentiellement les 
suivantes: 

a) Un compos* amphiphile, constitutif de la parol 
du liposome, tel que : 

- les phospholipides, comme la lecithine, les 
phosphatidylcholines naturelles ou synthetiques, les sphin- 
gomyelines, les phosphatidylinositols, les phosphatidyls*ri- 
nes, les lysophosphatidylcholines, les dicitylphosphates, 

- les detergents de synthise ou naturels. 

b) Eventuellement un compos* de rigidif ication de 
la paroi du liposome, tel que : 

- un compose polycyclique comportant une chaine 
ramifiee, tel qu'un sterol, comme le cholesterol, les 
phytostirols, la fluoresciine acide et ses esters, 

- certaines amines aromatiques, 

- certains sucres, comme les polyoses, la 
streptomycine. 
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PROCEDE ET DISPOSITIF DE PRODUCTION 
DIRECTE DE NANOCAPSULES 

La presence invention concerne la preparation, obten- 
tion ou production de nanocapsules incorporant une substance 
active/ en particulier des liposomes. 

Les liposomes sont des visicules, ou capsules, ou 
spheres art if icielles, ayant un diamitre de l'ordre d'une 
cen-taine de nanometres, bien connus dans diffdrents 
domaines techniques/ notamment la pharmacie. Ces liposomes 
sont mis en oeuvre pour incorporer une substance active, 
soit dans un milieu aqueux remplissant le volume 
intraliposomial, soit dans la parol ou liposome, et 
transporter la mime substance active vers un site ou la 
substance active sera libiree et utilisee * differentes 
fins. 

Par "substance active"/ au sens de la presente inven- 
tion, on entend toute matiire/ produit/ compos*, ou 
materiau, susceptible d'etre encapsuie selon les techniques 
usuelles de preparation des liposomes, et presentent une 
utilite ou fonction technique, ou resultat, dans un 
processus, procede ou methode, de nature physique, chimique, 
physicochimique, therapeutique, pharmacologique, biologique 
ou biochimique par exemple. 

Ressortent de cette definition : 

- les principes actif s medicamenteux 

- du materiel biologique, tels que des enzymes, ou 
fragments d'ADN ou ARN 

- des produit s cosmetiques, nutritifs 

- des produits phyto-sanitaires 

- des agents de modification de 1 'aspect, du goOt, ou 
de la texture d'un aliment. 

Les liposomes sont maintenant bien connus, et ont ete 
decrits et etudies, dans quelques ouvrages ou publications 
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c) Eve.ntuellement un compost conf erant une charge 
positive ou negative A la surface de la membrane ces 
liposomes, tel que : 

- le dipalmitoyl phosphacidylglycerol, pour 
obcenir une charge negative, 

• la scearylamine, pour obcenir une charge 

positive. 

d) Eventuellement un agent antioxydant du compos* 
amphiphile, et/ou du compos* de rigidif ication, tel que le 
DL-Qf-tocoph4rol . 

e) La substance active pouvant *tre solubilis*e en 
milieu aqueux, ou dans le compost amphiphile, ou dans un 
milieu organique appropri* . 

Ces differences matiires sont solubilisies ou mises en 
suspension dans differents milieux, aqueux et/ou organiques, 
af in de preparer les liposomes selon diffirentes mithodes ou 
voies d'obtention faisant intervenir ces milieux. 

Sans entrer dans les details et le classement des 
differences methodes de preparation, la pluparc de celles-ci 
opirenc par itapes. 

La premiire etape consite £ former une pseudo-membrane 
cellulaire, et * transformer cette membrane en une vtsicule 
stable. 

La deuxieme etape consiste * ameiiorer les liposomes 
obtenus selon la premiere etape, en les triant ou 
seiectionnant par differents moyens physiques, tels que 
passage dans une presse de FRENCH, un filtre, une sonication 
par exemple. Cette etape permet notamment de transformer des 
populations plurimodales de liposomes de differences 
cailles, en des liposomes de petites tallies unilamellaires . 

La troisieme et derniere etape consiste & eiiminer les 
matieres premieres non utilisees dans le processus 
decapsulation, ainsi que le ou les milieux de 
solubilisation ou suspension, par exemple par centrif ugation 
ou chromatographic . 
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Toutes ces techniques presentent en commun un certain 
nombre d 1 inconvenient s que l'on peut enuraerer conune suit : 

- leur rendement est globalement faible, aussi bien en 
ce qui concerne le taux de matiere amphiphile consommee dans 
le processus d 1 encapsulation, qu'en ce qui concerne le taux 
de substance active incorporie dans les liposomes; ce 
rendement relativement faible allonge corrilativement les 
temps de production, 

- elles mettent en oeuvre des solvants organiques de 
dissolution, suspension ou dispersion, qu'il faut ensuite 
eiiminer; ceci ginire des contraintes de securite, toxicite 
par exemple, et passe par des traitements thermiques 
consommateurs d'energie, 

- les liposomes obtenus presentent souvent une grande 
dispersion, quant 4 leur forme finale, et A la repartition 
de leurs dimensions unitaires. 

La presence invention a pour objet une technique 
nouvelle de preparation, obtentibn ou production de 
nanocapsules, en particulier des liposomes, en une seule 
etape, et autorisant la suppression de tout milieu organique 
de solubilisation, suspension ou dispersion. 

De maniire ginirale, selon la prisente invention : 

- on obtient un liquide de preparation par melange 
d'au moins un compose amphiphile, d'un milieu aqueux et de 
la substance active soluble ou dispersable dans le compose 
amphiphile ou le milieu aqueux, 

- on met en mouvement le liquide de preparation, et 

- on soumet ensuite le liquide de preparation en 
mouvement i une alternance de surpressions et depressions. 

Par depression et surpression, on entend toutes 
pressions respectivement inferieure et superieure * la 
pression statique du liquide de preparation, notamment un 
vide partial pour la depression. Lorsque le liquide de 
preparation est en ecoulement, i'l s'agit de pressions 
locales respectivement inferieure et superieure A la 
pression statique de la veine du liquide en mouvement. 
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Par milieu aqueux, on entend toute phase aqueuse a 

l'etac pur, ou comportant des sels en solution, par exemple, 

une solution isotonique apyrogene. 

Differentes voies physiques peuvent etre utilisees 

pour soumettre le liquide de preparation en mouvement a une 

successicr. de surpressions et depressions. 

Selon un mode prefer* d' execution de 1* invention, on 
utilise le phenomene de cavitation, en general nuisible au 
bon fonctionnement ou aux performances de differents organes 
ou machines, tels que pompes ou helices. Mais ici, selon la 
presente invention, ce phenomene sera volontairemenc 
reproduit, maltrise et control*, pour aboutir a une 
alternance repetee de surpressions et depressions du liquide 
de preparation. On sait en effet que la cavitation d'un 
liquide s 'analyse comme la generation au sein de la masse 
dudit liquide, de zones ou espaces locaux, sous depression 
ou vide partiel, et de zones ou • espaces locaux en 
surpression. 

La littereture technique decrit egalement de nombreu- 
ses voies de cavitation d'un liquide, sans qu'il soit besoin 
de les reprendre ici toutes. Ainsi, le phenomene de cavita- 
tion peut etre genere et obtenu par saturation d'un gaz 
inerte dans le liquide de preparation, et desaturation du 
raeme gaz, lequel provoque alors la cavitation recherchee. 

On mode prefer* d'ex*cution de la pr*sente invention, 
sous son aspect cavitation, consiste a faire circuler une 
veine ou un *coulement du liquide de pr*paration dipourvu de 
tout relief interne et i soumettre cette veine au ph*nom*ne 
de cavitation selon le processus dit "coup de b*lier" d*ja 
bien *tudi«, par le choix appropri* de conditions 
op*ratoires ou paramitres m*caniques ou de construction. 

II s'etablira ainsi dans la veine un regime permanent 
de cavitation g*n*rant d'une extrimit* a l'autre de la veine 
des oscillations de pression, c'est-a-dire des noeuds de 
surpression et d*pression, ayant une position relativement 
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stable. Ec c'est dans les noeuds de depression que le 
liquide subit les phenomenes de cavitation. 

Un dispositif de production directe de nanocapsules 
selon I 1 invention, comprend : 

une cuve de traitement, 

une pompe dont 1' entree d 1 aspiration communique 
avec la cuve, 

un circuit de cavitation extdrieur A la cuve, 
communiquant A une extr*mit* avec la sortie de refoulement 
de la pompe, 

des moyens pour alimenter la cuve en liquide de 
preparation et, 

des moyens pour recueillir les nanocapsules 

obtenues. 

Egalement selon 1' invent ion, la pression statique du 
liquide de preparation en mouvement est ajustie en-dessus du 
seuil de fusion des composes amphiphiles presents, en 
particulier des lipides s'agissant de la preparation des 
liposomes. 

Les param6tres operatoires et mecaniques choisis pour 
l'*coulement du liquide de preparation, soumis aux 
oscillations de pression, sont corrilis par liquation 
suivante : 




vitesse de propagation des oscillations de pression, en 
m/s 

masse volumique du liquide de preparation en Kg/m3 
module d'eiasticite de volume dudit liquide, en N/m2 
diametre de la veine de l'ecoulement, en m 




e - epeisseur de le parol canalisant 1 'ecouleaer.t , en m 
£ - module d'eiasticite de ladite parol en N/m2 

Preferer.tiellemenc, on choisit selcn I 'invention ce 
travailler avec une vicesse lineaire d'ecouiement au moins 
egale a 100 m/s dans un conduit a parois lisses et/ou une 
pression statique du liquide en ecoulement au moins egale a 
100 bars. Oe telles conditions permetcent, en particulier 
dans un cricuit ferine, de recycler le liquide de preparation 
un grand nombre de fois par unite de temps dans les zones de 
depression. 

Afin de rester en phase aqueuse, on peut preparer ur. 
lait de stabilisation par melange d'un compose de 
rigidifieatior. de la parol des nanocapsules, tel qu'ur. 
compose polycyclique a chalne dans It eat des liposomes, 
avec un milieu aqueux de dispersion, tt en ajeute ce lait 
aqueux au liquide de preparation. 

On dispositif de production directe de nanocapsules 
conforme a la presence invention, est maincenant decrit per 
reference aux cessins annexes dans lesquels : 

la figure 1 represente de maniere schematique un dis- 
positif selon 1* invention, 

la figure 2 represente de maniere schematique un ecou- 
lement du liquide de preparation soumis de maniere controlee 
au phenomene de cavitation, et 

la figure 3 represente de maniere schematique un autre 
dispositif conforme a 1' invention. 

On dispositif selon 1- invention comporte : 

- une cuve de traitement (1), resistant a des 
pressions importantes, 'par exemple de l'ordre de 100 a 200 
bars, pourvue d'un couvercle (2), pouvant ecre fixe de 
maniere aaovible et etanche sur la cuve (1); ce couvercle 
(2) sert a la fois pour alimenter la cuve en liquide de 
preparation, et pour evacuer le cas echeant de cette 
derniere la suspension de nanocapsules obtenue. 

- une pompe (3) dont 1' entree d' aspiration (3a) commu- 
nique avec le fond de la cuve (1), 
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- un circuit de cavitation (4), exterieur 4 la cuve 

(1) , communiquent 4 une extremite avec la sortie de refouie- 
ment (36) de la pompe, et 4 1' autre extr4mit4, per ur. 
detendeur (5), avec une entr4e (la) de recyciage dans la 
cuve (1), au sein de la charge du liquide de preparation. 

L 'operation de recyclage est facultative, un dispositif 
supprimant cette opiretion 4tant iliustr* par la fig. 3. 

Pour la mise en oeuvre du dispositif pr4c4demmenc 
dicrit, le couvercle (2) itant ouvert, la cuve (1) est 
remplie compl4teraent avec le liquide de preparation, obtenu 
comme d4crit precidemment, et 4ventuellement le lait de sta- 
bilisation igalement discut4 pr4c4demmenc . Puis le couvercle 

(2) est referm4, de mani4re 4 op4rer ultirieurement en 
l'absence de tout air ambient. La pompe (3) est alors mise 
en fonctionnement, les diffirents param4tres opiratoires 
et/ou meceniques du dispositif selon le figure (1) eyant 4te 
prialablement r*gl4s, comme discut4 pr4c4demment pour 
gen6rer et controler le ph4nom4ne de cavitation dans la beu- 
cle (4). Comme montr4 4 la figure 2, dans le circuit de 
cavitation (4) des sine de maniire droite et developpee, on 
obtient dens la veine (6) de circuletion du liquide de 
pr4peration, des oscillations de surpression et d4pression > 
respectivement (6a) et (6b), s 'itablissant selon un rigime 
stationnaire, et pouvant se mat4rialiser par des bosses et 
des creux de la paroi (4e) du circuit (4), montres en trait 
pointillis 4 la figure 2, ceci dans le cas ou cette paroi 
(4a) prisente une certaine souplesse tout en r6sistant 4 le 
press ion. Ce sont dens le,s noeuds de d4pression (6b) que 
s'effectue 1 Evaporation du milieux aqueux, et 
corr41ativement la formation des liposomes, et dans les 
noeuds de surpression (6a) que s'effectue 1 • incorporation 
des produits lipophiles . 

Conform4ment 4 1 ' invention, un gaz peut etre 
pr6elablement dissout eu sein du liquide de priperation, 
c'est-4-dire avant sa mise en mouvement. 
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Certains gas comme l'heiium par exemple sont pet: 
soiubles<*dans 1'eau et ginerenc de ce fait plus feciienent 
des bulies. En outre, plus la difference de pression existent 
entre les noeuds de haute pression (6a) et les ooeuds ce 
basse pression (6b) sera importante, plus la taille des 
bulles ainsi c*n*r6es sera grande. 

Le nombre total de zones de supression et de 
depression dans le circuit de cavitation augmente 
proportionnellement & la longueur dudit circuit : plus ce 
nombre sera grand, plus 1 'histograrome de repartition des 
nanocapsules sera etroit. 

Au plan experimental, on a utilise un dispositif seior. 
la figure 1, ayant les caractiristiques suivantes : 

- une cuvc de traitement (1) ayant un volume de 18 
litres. 

- une porape (3) ayant un dibit nominal de 550 
litres/heures et une pression de refoulement de 175 bars. 

- un tuyau constituant la boucle (4), ayant ur.e 
longueur de 8 m, resistant * une pression de 250 bars; le 
volume du circuit (4) et de la pompe (3) reprisentant tin 
volume de 2 litres. 

Avec un dispositif tel que pr«c«derament decrit, on a 
prepare des liposomes de vitamine E et de bleu trypan. 

EXEMPLE 1 

S'agissant des liposomes de vitamine E, pour le volume 
global de 20 litres du dispositif pr*c4demment decrit, on a 
utilise les proportions et matieres premieres suivantes : 

phosphatidylcholine de so ja 1000 g 

- cholesterol 80 g 

- DMCtocopherol 100 g 
acetate de tocopherol (Vitamine E) : 100 g 
ascorbate de sodium 2 g 

eau apyrogene en quantite suff isante pour 20 litres 



<'V. 1/Crtyu/UUlO 



- 10 - 



U« conditions operatoires etaient les suiventes : 

pression de refoulemenc de la pompe: 150 ba , s 
Vitesse de circulation de la pompe: 600 i/„ 
temperature ambiante . 

Au bout de 5 minutes, un prelevement . ef fectue revere 
cue 50% de la lecithine n'est pas encore spherisee, mai s ce" 
taux beisse avec le temps, pour aboutir a un rendelent pra! 
tiquement de 100 % au bout de 4 0 minutes. 

EXEMPLE 2 

S-agissant des liposomes de bleu trypan, on utilise 
les memes conditions operatoires, la vitamine S ou acetate 
de tocopherol etant rempiacee par la meme quantite de bleu 
trypan. WAC V 

La solution liposomal. obc.no. , fin.l.„,„t »ontt. ou. 

«t d. «». on ill.l„ !. color„t non .nc.p.ul, p « 
oh-o„«oor.pni. ,ur un. r.,ln. S .pn.o.* S 50. ,„ 41ut I on 
d.s liposome, p.noant 24 h.ur.s, on const.t. ,u. c.s 

leur scsbilit. .t imp.iiii4.bilit*. 



outr. d°ott flnlti , V '' ^ PW * d * " l0n P«rm.t .n 

outr. d-obcnir 1., sionifio.tifs suivnts. Tout 

tr.n,iti on du ooapes. «»*hiphil., « on ^ ^ „, . 
L»i°"" "° P * r ""«" « voisin.,. d. 1. fsp.r.tur. 
^.t»o*.. P,r '" nPU ' " P " ~"*«-« «cut„ 
P»r ».mpl. .n t.m»s d. d.gr.dation. 
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L f etude physique des nanoparticuies, en particuiier 
ces liposomes obcer.us seion 1 1 invention, montre que ieurs 
dimensions et leurs histogrammes de repartition sont peu 
sensibles A V action de la temperature. 

Pour terminer, le phtnomine de cavitation permet de 
travailler uniquement en presence de la vapeur du liquide de 
preparation, ou celle d'un gaz inerte volontairement 
dissout, et done en general en atmosphire inerte, non 
susceptible d'oxyder les matieres premieres sensibles i une 
degradation par oxydation. 
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Proration « 0B ' \ \ "~ le iiquide de 

mouvemenc a une alternant d" pr *^"tion en 

depressions. " . de "-'Passions et de 

2) Procede selon la re vend* cat « on i 
ce qu'on genere i e =>he~om*„ „ * n =-«tion 1, caracterise en 

Iiquide de preparation .„ cav -»-cn dans une masse du 
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depourvue de relie- <-, ce -n* Veine 

3 > Precede selon la revend< cation ? 
« que la pression statique du Cd. d . ~^* ,4 »* 
mouvement est ajustee .» h Preparation en 
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o.cill. tion , d , pr „V ion d * ■ >r *""«^''. »«u-i. * «„ 
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£ - module ei'eiasticite de volume dudit liquide, er. N/m2 
D - diametre de la veine de l'ecoulement, er. a 
e - epaisseur de la parol canaiisant l'ecoulement, en m 
E - module d'eiasticite de ladite parol en N/m. 

5) Procede selon la revendication 2, caracterise en 
ce que le phenomene de cavitation est obtenu par un ecouie- 
ment du liquide de preparation ayant une vitesae lineaire 
d'au moins 100 m/s dans un conduit a parol lisse. 

6) Procede selon la revendication 1, caracterise er. 
ce que le liquice de preparation est mis en circulation dens 
un circuit comprenent une pcrape, une cuve de traitement, ec 
un cricuit de cavitation exterieur A la cuve. 

7) Procede selon la revendication 6, caracterise en 
ce que le circuit est ouverc ou f erme . 

8) Procede selon l'une des revendicat ions 
precedent es, caracterise en ce que le liquide de preparation 
contient un gaz prealablement dissout. 

v?Jy Procede selon l'une des revendicat ions 
precedentes applique A la preparation de liposomes. 

10) Dispositif de production directe de 
nanoparticules incorporant une substance activecomprenant : 
une cuve de traitement, 

une pompe dont 1' entree d' aspiration communique 
avec la cuve, 

un circuit de cavitation exterieur a la cuve 
communiquant a une extremite avec la sortie de refoulement 
de la pompe, 

des moyens pour alimenter la cuve en liquide de 
preparation et 

des moyens pour recueillir les nanocapsules 

obtenues . 
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